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論 文 内 容 要 旨
序
れ てきている。
Fig.2には、 葉 内でのCO2分圧
(Ci)の変化に対す る光飽和条件下
での光合成速度の変化(黒 丸実線)
をガス交換 同化箱法によ りイネ葉を
C3型植物の単葉の光合成能力は、その機能の面か ら次の3つ の能力よ り成 ると
考 えられている。①Chlorophyll等の光合成色素によ り光エネルギーを吸収す る集
光能力。②吸収 した光エネルギーを利用 し電子伝達反応によりATP、NADPHを合成す
る電子伝達能力。③電子伝達反応 か ら供給 され るATP、MDPHを利用 して、葉緑体 内
に拡散 してくるCO2を固定す る炭酸固定能力。 植物 は、 これ ら3っ の能力の密接 な
相互作用の下に光合成 を行 っていると考 え られ る(Fig.1参照)。
近年、単葉の光合成の律速 因子
に関す る研究が進み、炭酸固定酵素
であるribu⊥ose-1,5-bisphosphateUght
(RuBE')carboxylase/oxygenase
(以下Rubisco)が、光飽和、大気
CO2濃度条件下 にお ける光合成速度
の律速 因子であることが明 らかに
なった。 しか し、CO2濃度が大気の
それよ り高い領域ではRubisco以外S oc堕06e
の 因子 によ り律速されていることが、
イネを含む いくつかの植物 で調べ ら
吻
Fig.1.SimplifiedPhotosyntheticMechanisms
inC3Species.
摺いて測定 した結果 と、 イネRubi$coの酵素量 とそのkineticpara聡ters(補章1、
参照)を 用 いて葉 内CO2分圧 で算 出され るRubisco活性(点 線)と の関係 を示 した。
Ciがお よそ35◎,μbar以下 で実測され た光合成速度は、算出され たRubisco活性 とき
わめ てよ く一致 している。一方、Ciがお よそ350,μbar以上の薬内CO2分圧条件下 で
実測 され た光合成速度は、算出されたRubisco活性を大 き く下回 り、 この領域での
光合成速度が、Rubiscoの量 とその酵素的性質によって律速 されないことがわかる。
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しか し、 この高CO2濃度下での光合成
速度 を律速す る因子が具体的に何 であ
るかについての解析例 は数多 くあ るも
のの、未 だ明確な結論 を得 るに至 って
いない。 また、 イネについて詳細に
研究 した例はみ られない。近年、地球
を とりまくCO2ガスの濃度 は、過表に
例のない速度 で急上昇 している。それ
ゆえ、 社会的にも高CO2濃度 下での
光合成の機作 を解明す ることは、 と り
わ け重要 なこととなっている。
本研究では、世界三大主要作物の
一つであるイネを材料 に、 高CO2濃度
条件下での光合成速度 の律速 因子 を探
ることを目的 とした。本論に入 る前に、
光飽和、 高CO2濃度条件下 での光合成
速度を律速す る可能性のある因子につ
いて考 えてみ た。
この光飽和、
高い濃度で存在す るCO2に対 して、
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Rubiscokinetics.
高CO2濃度下 での光合成速度が一定 となる要因としては、葉内に
Rubiscoのも う1つ の基質であ るRuBPあ供給が
律速になっていることがあげ られる(Fig.1参照)。RuBPは炭酸固定回路によ り、
電子伝達か ら供給 され るATP、民ADPHを利用 して再生産される。それゆ え、 高CO2濃
度下での光合成速度は、RuBP再生産速度に関連 した因子 によ り律速 されている可能
性が考 えられる。そこで、 このRuBPの再生産に最 も深 く関与 していることが多 くの
研究者 によっても指摘 され る、電子伝達能力に着 目した。そ して特に、電子伝達能
力 を構成す る因子の中でも、その最大活性 と因子の量との間にきわめて高い相関関
係が見 られ ることで知 られ るCytochro鵬f(Cytf)に的を絞ることに した。
本研究 では、Cytf量が光飽和、 高CO2濃度条件下での光合成速度 を律速する
因子であるか否かにっ いて、正常なイネの一般栽培種(サ サニ シキ)と 、Chユoro-
phyll(Chl)含量が顕著に少な く、Cytf含量も特に少ないことが期待 され たイネ
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の黄色変異種(オ ウショクカメノオ)の2品 種 を材料 に、解析を行 った。 イネの黄
色変異種 についてはTera。らが、チラコイ ドを構成す る種 々なタンパク質 にかな り
量的変異があることを報告 している。も し、 この黄色変異種 にお いてCytf量にも
変異が見つかれ ば、 高CO2濃度下での光合成速度 とCytf量との関係 に関 して、 よ
り明確な結論が得 られると考 えた。まず両品種 にお けるRubisc。お よびCytf含量
の量的関係について調べ た。その結果、黄色変異種 は一一般栽培種に比べ、Rubisco
当 りのCytf含量が少ないことがわかったので、 次に これ ら2品 種を用いて、 高
CO2濃度条件下にお ける光飽和 での光合成速度と、RubiscoおよびCytfとの量的
関係について調べた。
第1章 黄色変異種 と一般栽培種における、RubiscoとCytf含量の量 的関係
本章 では、一般栽培種ササニ シキを比較の対照に、黄色変異種のCytf含量 に
変異があるか否かを調べ た。 イネ ・ー般栽培種(サ サニ シキ)と 黄色変異種(オ ウ
シ ョクカメ ノオ)を 水耕法によ り栽培 した。第11葉出葉後、窒素濃度 として3段 階
(0.2,2.0,10蛸め の 区を設け、2週 間栄養処理 を した後の完全展開葉を実験
に用いた。
qhユ餌O画ylユー含量 黄色変異種のChユ含量 は、一般栽培種のお よそ1/3程度 と
少ない。特 に集光機能と しての重要 な役割を担 う光化学系 皿クロロフイル タンパ ク
質複合体(LHCR)含量は、 一般栽培種 に比べ1/4程度 しかな く、集光能力が明 ら
かに劣 っていることが予想された。
触bisg◎..盒量、.幽ΩE63ヒ2吸一活性.、.C践_t含量 まずCytfの定量法について、
2品種間の量的な比較が可能であるかを次に述べ る2つ の方法 によ り検討 した。
Cytfの酸化型 と還元型の553.5nm吸光度差 スペ ク トルか ら、差吸光係数 を用 いて
Table1.RelativeamountofCytfdeterminedbetweenwestern-
blotting皿sing1匿onospecificantiseru皿againstCytfandhydroqui-
nol-reducedminusferricyanide一一〇xidiseddifferencespectra
Normalrice Yellouis量監 「ice
RelativeCytfamount 100+3 104士4
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タ ンパ ク量 を推定 す る方法 と、Cytf
の 特異 抗体 を用 いた騙estem-bユotting法
である 。両 品種 のCytf含 量 をそれ ぞれ
の 方法 を用 いて定 量 した とこ ろ、定 量 法
の 違 い によ る有意 な 品種間 差 は認 め られ
ず、2品 種 間の量 的比 較 が可 能 であ る こ
と が分 かっ た(Table1)。そ こでCytf
の定 量 には、 騙estem-blottil1π法 よ りも
定 量 誤差 が よ り少 な いCytfの 酸化 型 一
還 元型 吸 光度 差 スペ ク トル 法 を用 い た。
Rubiscoタンパ ク量 は、SDSポリア ク リル
ア ミ ド電 気泳 動法 に よ り定 量 した。 ま た、
RuBP再生産 反 応 に関係 した 因子 の1つ で
あ る 酷DP-gユycda⊥dehyde-3-phosphate
dehydrogenase(甑DP-G3P-DH)の活性 も
同時 に測 定 した。両 品種に お い て、葉 面
積 当 りの 葉身 窒素 含量 に対 す るRubisco
含量 、 猛DP-G3P-DHの活性 に差 は み られ
なか っ た(Fig.3)。 しか し、Cytf
含 量 は黄 色変 異種 の方 が明 らか に少 な く、
一 般 栽培種 のお よそ7脇 程 度 であ る こ と
が わ かっ た 。 この こ とか ら、 黄 色変 異
種 は一般 栽培 種 に比べ て、Ghl含量 が 少
な いだ けで な く、Rubiscoに対す るCytf
含 量 も少 な い ことがわ か った(Fi昏3)。
(4.0
望∈
620
v
?
?
?
?
。
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
㌔
?
?
?
』?
?
???
??
?
?
?
」
?
?
?
?
??
?
??
?
??
Rubisco
ノー.一NRつ 一YR
鞭
〆
ノ=
?
?
050100150
π)talbalN(mrnol・rrr2)
Fig.3.Rubiscocontent,NADP-G3P-DH
activity,Cytfcontentandtheratio
ofCytfcontenttoRubiscocontentin
theleavesofnorma達(●)andyellowlsh
(O)ritesversustotalleaf-nitrogen.
一157一
第2章 光飽和、 高CO2濃度条件下における光合成速度とCytfとの量的関係
第 ユ章の結果か ら、黄色変異種は…一般栽培種に比べてRubiscoに対す るCytf
含量が少 ないことが明 らかとなった。 しか し、 この黄色変異種は、Chl含量 が少な
いため、光の利用能が一般栽培種 に比べ 劣っている。このことか ら、黄色変異種の
光飽和に達す る光強度は、一般栽培種よ りも高 いことが考 えられ た。本章では、光
飽和、 高CO～濃度条件下における最大光合成速度の律速 因子を解明す るため、 まず
これ ら2品種の光飽和点について調べることに した。そ して次に、 これ ら2品 種を
用 いて、光飽和、 高CO2濃度条件下 での光合成速度 とCytfとの量的関係につ いて
調べた。
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光飽和点の解析 両品種 の光飽和
条件 について検討す るため、光強度 と
光合成速度との関係を調べた。光合成
速度はガス交換 同化箱法によ り、葉温
25℃、 大気CO2分圧(350メbar)条件
に設定 して測定 した。Fig.4には、
ほぼ等 しいRubisco含量 を有す る2品
種の葉について比較 した結果を示 した。
一一般栽培種では、およそ1500坦・蹴圃
sく の光強度にお いて飽和状態に達 し
ていた。 一方、黄色変異種では1800
ヌE・m凹き・s一毛(およそ真夏の昼間の直射
日光に匹敵する光強度)に おいても、
一般栽培種 に比べ光合成速度も低 く、
明 らかに光飽麹に達 していなかった。
既存の光合成速度測定装置にお ける測定可能 な光強度の機械的限界は、お よそ
2000アE・ゴζs一:であるため、光飽和条件下にお いて、 高CO2濃度下の光合成速度
を直接測定することは不可能であった。そこで、以下に述べ る方法 を用 いて光飽称、
高CO2条件下での最大光合成速度を算出す ることを試みた。
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光飽和ユ_高G飯濃度条佐玉些おせ 益最;左光含威速度_(B購)⊥ 一およ登 最太縢泰発
生遼虞 ④算出 光飽和、 高CO2濃度条件下での最大光合成速度 くP脇ax)を、 補
章のHに 示 したThornユeyの式を用いて算出す ることを試みた。方法 と しては、まず
ガス交換同化箱法を用 いて、 高CO2濃度下 での光強度に対する光合成速度の変化 を
測定 した。 なお、 葉内CO2分圧がお よそ600メbar程度になるように、同化箱に送
り込むCO2分圧 を800刃barに設定 した。そ して、得 られたデー タをThornユeyの式 に
代入 し、非 直線双 曲線近似 プログラム ソフ トを用 いてPmaxを算出 した。 また光
飽 和、 高CO2濃度条件下での電子
伝達活性を推定するため、電子伝
達反応の結果 として発生す る酸素
の最大発生速度を算出 した。方法
と しては、気相酸素電極法 を用 い
て、 高CO2濃度下での光強度に対
す る酸素発生速度の レスポンスを
測定 した。そ して得 られたデー タ
か ら同様にThornleyの式を用いて、
光飽和下での最大酸素発生速度を
求めた。なお、この方法において
は、CO2濃度 を砺程度に して行った。
気相酸素量極法 を用込 て算 出さ劃
た最六酸素発生速度 と.敬t.£、重 と
の関係Fig.5に は、光強度が
1800、μE・n匿s弓での酸素発生速
度(上 パネル)、 お よびThomley
の式か ら算 出された最大酸素発生
速 度(下 パネル)とGytf量 との
関係を示 した。黄色変異種 にお い
て光飽和条件でない光強度、1800
/uε・皿略s一二にお けるCytf当りの
酸 素発生速度は、黄色変異種の方
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が一般栽培種よ りも低かった。 しか し、両品種にお いて算 出された最大酸素発生速
度 は、Cytf量と原点を通 る一本の直線上に回帰された。 このことは、両 品種にお
いて酸素発生速度か ら推定され るCyしf当りの電子伝達活性に差がない ことを意味
した。 また同時に、Cytf量が電子伝達活性 の律速 因子にな り得ることを確認 した。
だス交 換同化箱迭 壼思込て算〕出さ簸な最太光合雌 並趣 独.お よ趣 」L量
との関係 ガス交換同化箱法を用いて、光飽i和、 高CO2濃度条件下での光合成速
農 とRubisco、およびCytf量との関係を調べ た。Rubiscoは、 高CO2濃度下 での
光合成速度 を律速する因子ではないにも関わ らず(序 章)、 両者は一本のゆるやか
な飽和曲線上に回帰された(Fig.6)。このことは、 高CO2濃度下での最大光合成
速度 を律速する因子がRubiscoと常に同 じ割合で変化 していることを意味 した。一
方、Cytf量は算出された最大光合成速度に対 して、明 らかに二本の異 なる直線に
回帰 され た(Fig.7)。この結果は、Cytfが、光飽和、高CO2濃度条件下 での最
大光合成速度を律速す る因子 でないこと示 した。
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結 論
本研究 では、 イネ黄色変異種 と正常 な一般栽培種 を用い、光飽和、 高CO2濃度
条件下 での光合成速度の律速因子について解析 した。そ して、その因子がRuBPの再
生産に関わ る因子 であることに注 目し、その申で、数多 くの研究者 によって重要視
された電子伝達反応を構成する因子の一つ であるCytfに着 目した。その結果、
①Thomユeyの式を用いて算出された最大酸素発生速度の解析 か ら、Cytf量が電子
伝達活性の律速因子に成 り得ることを確認 した。
② しか し、光飽和、 高CO2濃度条件下での光合成速度の律速因子は、Cytfの量 で
はないことが明 らかとなった。このことは、それが電子伝達活性その ものにも律速
され ないことを意味 した。
以上のことか ら、 高CO2濃度条件下 での光合成 は、電子伝達能 力以外の因子 に
律速されていることが明 らかとな り、その律速 因子 は、Rubisco量と常に同一の比
率 で存在す るもの である ことが示され た。
本研究では、光合成 を葉緑体内の循環系の反応 としてとらえ、RuBPの再生産速
度 とCytf量との関係に的を絞って研究 を行ってきた。光合成の最終産物 はstarch
とsucroseである。 とりわけsucroseは光合成の最 も重要な最終産物 であ り、葉緑
体内の代謝産物の一っであるTriose-phosphateから細胞質で合成 され る(Fig.8)。
したがって、最終産物 の合成 に関連 した代謝産物の細胞質へ の輸送や、その蓄積 に
関連 した因子もまた光合成能力に深 く関与す ると考 え られる。 今後 は、光合成 を
葉緑体内だけの循環系の代謝としてその律速 因子を解析するだけでな く、特 に細胞
質 との関連代 謝を含めた律速 因子 の解明が必要 である。
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補 章
llミuBPカ ル ボ キ シラー ゼ/オ キ シゲナ ーゼ(Rubisco)は、 カル ボキ シラーゼ
活 性 お よびオ キ シゲナ ーゼ活 性 を同時 に有す る酵素 で あ る。 したが って、 葉 内COヒ
濃 度'ドでのRubiSCO活性 は、以 下 の式 か ら算 出 した。
生 体 内RuBPカル ボキ シラーゼ活 性 を求 め る式、Vcは次の通 りであ る。
Vc・Vcmax*[CO2]/〈[CO2コ+K皿(CO2)*〔1+[02コ/Xm(02)〕}(1)
こ こで、Vc磁axはカル ボ キ シラーゼVmax、[CO2コは気孔 伝 導度 か ら算 出 した葉
内CO2濃度 、 そ して[02]は 測定 空 気濃 度 を示す 。 酸素 のCO2に対 す る拮 抗 阻害Ki
値 は、Km(0のに等 しい と仮定 した 。
同様 に、 生体 内RuBPオキ シゲ ナーゼ 活性 を求 め る式 、V。は次の 通 りであ る。
Vo=Vomax*[0註]/{⊂02]+Km(0と)*〔1+⊂CO2]/Kin(GO2)〕}(2)
こ こで、Vo醗axはオ キ シ ゲナー ゼV鵬ax、を示 す 。
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光 呼吸 の経 路 にお い て、RuBPオキ シゲナー ゼ によ って1分 子 の02が取 り込 まれ
た 場合 、 ミ トコン ドリアの グ リシ ン脱炭 酸反 応 に よ って、0.5分子 のCO2が放 出 され
る 。 した がっ て、RuBPカル ボ キ シラー ゼ/オ キ シゲナ ーゼ に よっ て触 媒 され る正 味
のco2固定速 度(Rubisco活性)、Vc/oは、 式(1)と(2)か ら
Vtc/o=E*(Vc-0.5寒Vo)(3)
に よ っ て表 せ る。 εは、Rubisco酵素 量 を示 す 。
また、 イ ネ葉 にお け るRubiscoのkiReticpara鵬tersは、Makinoらに よ り報 告
され た値 を用 いた 。
RubiscokineticsfromRice(at25ｰC)
Vc皿ax=1・77/1mo1/皿9/皿in
Km(CO2)=8.0/1M(235/1bar)
Vomax=0.58pmol/mg/min
Km(02)=335メ[野1(27.8蹴bar)
麺akinoe皇aユ.(1988)Pユanta174,30-38
H光 強度に対す る光合成速度の レスポンスカーブか らの最大光合成速度の算 出
には、以下の式を用いた。
この式は、光強度に対す る光合成速度の レスポンスカーブを、Thornleyによ り
モ デル化 され たものであ り、以下に示す5つ のパラメー ターか ら成 っている。
(Thornユey.(1976)慧athe皿atical種odelsinPユantPhysiology,PPg2-110.)
Thornley'sequation(1976)
θ象P2一(φ 象1+P倣ax)象P+φ*1象Pmax=O
I=irradiance
P=photosyntheticrate
θ=convexityindex(0く θ く1)
φ=quantu皿yieユdforCO2fixation
Pmax=photosyntheticrateatlightsaturation
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1は光強度、Pは 光合成速度、P組axは最大光合成速度を示す。 また、 φは光
レスポンスカーブの初期勾配 で、 θは初期勾配か ら光飽和 に達す るカー ブの曲率 を
示 している。 ここで実際測定できるのは、1、Pで あ るため、まず測定可能 な光強
度(1)1800ノ£・ガ礼s4ま での光合成速度(P)を 測定 し、得 られ た レスポンス
カーブか ら初期勾配(φ)を 定めた。次に、 この得 られたデー タをThornleyの式に
代入 し、非直線双 曲線近似プログラム ソフ ト(任意 のP鵬axとθの組合せで作った
双 曲線 と実際のデー タの点 の差 を計算 し、最も差が小 さ くなるP皿axとθを算出す
るプログラム)を 用いて、Pmaxを算 出した。
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審 査 結 果 の 要 旨
近年,葉 の光合成の律速因子に関する研究が進み,イ ネ,コ ムギ等のC3型光合成 を行 う葉 で
は,CO2固定酵素であるRubiscoの量が,光飽和,普通大気条件下(CO2:350μbar)での律速因
子であることが明らかにされている。 しか し,高CO2濃度下での光合成の律速因子が何であるか
については分かっておらず,そ の解明は光合成の基礎研究として重要であるだけでなく,近年の
地球をとりまく大気CO2濃度の急上昇の問題とも関連 して社会的にも重要課題となっている。
本論文は,主 要穀物であるイネを材料に,光 飽和,高CO2濃度条件下における葉の光合成の律
速因子について研究したものである。近年のC3型光合成の生化学モデルに よれば,C3型光合成
は,Rubiscoの機能を中心に考えると,co2の固定能力ともう一方の基質であるRuBPの再生産能
力から成 り立っているとみることが出来る。本論文では光飽和,高CO2濃度下の光合成の律速因
子がRuBPの再生産に関与する因子にあると予想し,特に電子伝達活性を支配すると言われてい
るCytf含:量と電子伝達活性,電 子伝達活性 と光飽和高CO2濃度下でのCO2固定速度等の関係に
注目し,解析を行った。解析に当たっては,普 通栽培種 と黄色変異種のイネを用いて行った。黄
色変異種を用いたのはCytf含量が特に低いことが分かったからである。その結果,Cytf含量は
電子伝達活性の律速因子であることが分かった。しかし,Cytf当た りでみた光飽和,高CO2濃度
下での最大光合成速度は,そ の含量が低い黄色種の方が普通種 より高いとい う結果 とな り,Cyt
fが直接の律速因子となっていないことが明らかになった。このことは,同時に電子伝達能力も
その律速因子 とはなっていないことを示していた。
以上,本論文で得られた結果は,光飽和,高CO、濃度下での光合成の律速因子がCytf以外にあ
ることを明らかにしたものであり,この分野での今後の研究の方向を明確化したものとして光合
成の生理において有用な知見をもたらしたと評価される。 よって審査員一同は本研究者が博士
(農学)の 学位を授与するに値するものと認定 した。
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